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図 1 化学物質抱合体の標的器官への輸送の概略図 
肝臓や副腎皮質などの臓器で抱合されたステロイド（ステロイド, st; グルクロン酸














在する5つのcytochrome P450 （CYP）と2つのhydroxysteroid dehydrogenase （HSD）
の酵素によって多段階の酵素反応を受ける（図 2）。ステロイドホルモン合成の最初の段階
として、細胞内コレステロールは steroidogenic acute regulatory protein （StAR）およ
び末梢型ベンゾジアゼピン受容体を介してミトコンドリア内膜に輸送され、そこで CYP 




























図 2 従来のステロイドホルモン合成経路図 
内分泌腺によるステロイドホルモン合成の概略を示した。細胞内のコレステロール


















































Western blotting分析には、以下の抗体を使用した：一次抗体としてrabbit polyclonal anti-
GAPDH (sc-25778, Santa Cruz, アメリカ合衆国)、anti-CYP11A1 (ab175408, Abcam, イ
ギリス)、anti-StAR (sc-25806, Santa Cruz)、anti-steroid sulfatase (bs-3857R, Bioss, ア
メリカ合衆国)および anti-CYP11β1 (慶應義塾大学より分与)、二次抗体として goat anti-


































くつかの修正を加えて行った [56]。各組織サンプル溶液に、4 mMのMgCl2を含む 20 mM 
Tris-HCl buffer （pH 7.4）、および 30 μMの各酵素基質（コレステロール、プレグネノロ
ン、プロゲステロン、デオキシコルチコステロンおよびアンドロステンジオン）を加えた。
さらに、100 μM NADPHおよびNADHを添加し、37°Cで 2時間インキュベートにより
反応させた。その後、反応液を煮沸処理により酵素反応を停止した。内部標準として、各
ステロイドホルモンを最終濃度が 5 ng/mLになるように、0.1%ギ酸を含む 100 μLのアセ
トニトリルに溶解し、煮沸した反応液に加え、10,000 × g、4°Cで 10分間遠心分離を行っ
た。上清に 100 μLのヘキサンを加えた後に、遠心分離し、上清をMS分析に使用した[56]。 
 
4) MS分析によるステロイド濃度測定 
デオキシコルチコステロンおよびコルチコステロンの LC-TOF MS ピークは
SigmaFit™アルゴリズム（Bruker Daltonics, ドイツ）を使用して同定し、他のステロイ
ドは前田らの報告に基づいて同定した[56]。ステロイドホルモンの定量のために、Acquity 
UPLC（Waters, イギリス）およびESIソースが接続されたXevo TQ-S micro タンデム
四重極型質量分析計を使用した（LC-MS/MS）。プレグネノロン、プロゲステロン、テスト
ステロン、デオキシコルチコステロンおよびコルチコステロンの検出限界は、それぞれ
14.2、3.2、0.6、9.2、0.4 fmol/g であった。安定同位体コルチコステロン-d8 は大塚製薬
（東京）、テストステロン-d3はMerck（アメリカ合衆国）から購入した。 
 
5) Western blotting分析 
各サンプルのタンパク質濃度を 1 μg/μLになるように調整し、総タンパク質量を 20 μg
とした。各サンプルを SDS-PAGE で分離し、Western blotting 分析のために PVDF 膜
 10 
（ATTO, 東京）に転写した。3%スキムミルクで室温にて 1 時間ブロッキングした後、
PVDF 膜を室温で 2 時間一次抗体と反応させた（anti-GAPDH, 1:400; anti-CYP11A1, 
1:400; anti-StAR, 1:200; anti-steroid sulfatase, 1:200 and anti-CYP11β1, 1:500）。その
後、PBS で 15 分間の洗浄を 4 回繰り返し、続いて室温で 2 時間二次抗体と反応させた
（goat anti-rabbit IgG, 1:2000）。再度、PBSで 15分間の洗浄を 4回繰り返した後、PVDF




すべての結果はMann-Whitney U検定を用いて評価した。p < 0.05の場合を有意差あ



















































ロンおよびコルチコステロン（CORT）の濃度を示した。（mean ± S.D. n = 6） 
 15 
 
図 6 ラット唾液腺（SG）および精巣におけるテストステロン（TS）合成酵素活性 
ラット唾液腺（closed bars）および精巣（open bars）ホモジネート由来の細胞質お
よびミトコンドリア分画を含むそれぞれの上清において、2時間の酵素反応でアンドロ
ステンジオン（ADS ）から生成されたテストステロンの濃度を示した（mean ± S.D. n 











































の濃度を示した（mean ± S.D. n = 4）。*p < 0.05。（B）ラット舌下腺および顎下腺（SLG 

















































































































































































































































































































































































































































































































































図 11 ゼアラレノン（ZON）の代謝経路の概略図と構造 
（A）哺乳類の生体内における ZON 代謝には、hydroxysteroid dehydrogenase 
（HSD）による還元と、UDP-glucuronosyltransferase （UGT）によるグルクロン酸
抱合が関与する。+は各物質の相対的なエストロゲン活性の強さを示す；α-ゼアララノ
ール（α-ZAL）> α-ゼアラレノール（α-ZOL）> β-ゼアララノール（β-ZAL）> ZON > β-
ゼアラレノール（β-ZOL）。（B）ZON の分子構造と炭素の位置番号を示した。図は







































雄（330-400 g）、雌（240-280 g）、および妊娠雌（270-340 g、GD 12-13）の SDラッ
ト（8-10週齢）を日本エスエルシーから購入した。ラットは自由採食・自由飲水できる環






培養液は、Krebs Ringer’s bicarbonate buffer (NaCl, 110 mM; KCl, 5 mM; MgCl2, 1.2 
mM; CaCl2, 2.5 mM; NaHCO3, 25 mM and glucose, 10 mM)を使用した。培養液を 95％
O2 / 5％CO2で通気して、pHを 7.4に調整し、37°Cに加温した。麻酔下での放血による
安楽殺後、ラットから空腸、回腸、および結腸を採集した。採集された空回腸を洗浄し、
等しい長さの 3つの部位に切除し分けた。各部位の遠位部分を切り取り、腸管の長さがそ
れぞれ 10 cmになるようにトリミングし、近位から順にセグメント I、II、および IIIとし






12B）。ZONを 10 μMの濃度で粘膜緩衝液に添加し（総量として 250 nmolの ZONを粘




図 12 反転腸管モデル模式図 
（A）十二指腸を除く小腸を 3つの等しい長さに分割し、遠位部分を切除し、長さを
10 cmに調整した。近位から順番にセグメント I、II、および IIIとした。同様に、結腸
を切除し、10 cmに調整し、セグメント IVとした。（B）反転した腸管をポリエチレン
チューブに取り付けた。ポンプを使用して、漿膜側培養液を 5 ml / minで循環させた。 
ZON（10 μM）を粘膜側培養液に添加した。水温は 37℃に維持され、腸管組織は常に
95％O2 / 5％CO2で通気した。 
 




移動相AおよびBは、それぞれ 10 mM酢酸アンモニウムと 100％メタノールを含むメタ













p < 0.05の場合を有意差ありとした。結果は、4-6回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差
（mean ± S.D.）で表した。 
  
表3  最適化された多重反応モニタリングのパラメーター
Analyte m/z RT (min) CE (V)
Zearalenone ZON 317 > 273 7.58 21
Zearalanone ZAN 319 > 205 7.52 23
α-Zearalenol α-ZOL 319 > 160 7.50 32
β-Zearalenol β-ZOL 319 > 160 7.30 32
α-Zearalanol α-ZAL 321 > 277 7.41 24
β-Zearalanol β-ZAL 321 > 277 7.24 24
Zearalenone glucuronide ZON-GA 493 > 175 6.57 19
α-Zearalenol glucuronide α-ZOL-GA 495 > 319 6.62 29
β-Zearalenol glucuronide β-ZOL-GA 495 > 319 6.32 29



























ツ靭帯から遠位にある腸管の部位を示し、IV は結腸を示す。（C）漿膜側への ZON 輸
送の時間推移を示した。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅰ; c, vs Ⅰ; 小文字は p < 0.05、大文字は p < 0.01




































































粘膜側培養液から約 100～200 nmol / hの ZONが吸収されているにも関わらず、各腸
管セグメントいずれも粘膜側から漿膜側への ZON 輸送量が 2 nmol 未満であったことか
ら、次に ZON代謝物の排泄と輸送を調べた。 
培養 60分後、粘膜および漿膜側培養液から α-ZOL、ZON-GA、および α-ZOL-GAが検
出、定量された。また ZAN、β-ZOL、β-ZOL-GA、および ZONジグルクロン酸抱合体（ZON-
GA/GA；ZONにグルクロン酸が 2つ抱合されたもの）も検出されたが、その量は非常に





その量は非常に少なく、最大でも約 0.3 nmolであった（図 14A, B）。漿膜側への α-ZOL
輸送量は、全てのラット群において近位腸管に比べて遠位腸管で有意に増加した。α-ZOL
漿膜側輸送量は、粘膜側へ排泄される量よりもさらに少なく、最大であった妊娠雌ラット
の結腸で約 0.05 nmolであった。粘膜側への α-ZOL排泄量は、漿膜側への最大の輸送量

















膜排泄量の最大は、妊娠雌ラットの近位小腸で 60.02 nmol であり、最小は雌ラットの結
腸で 20.09 nmolであった（図 16A, B）。また、漿膜側への α-ZOL-GAの輸送量は、全て
のラット群において結腸で全ての小腸部位に比べて有意に増加し、また遠位小腸で近位お
よび中間部小腸に比べて有意に増加した。α-ZOL-GA漿膜側輸送量の最大は、妊娠雌ラッ









ら遠位にある腸管の部位を示し、IVは結腸を示す。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅱ; c, vs Ⅲ; 小文字
























































イツ靭帯から遠位にある腸管の部位を示し、IVは結腸を示す。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅱ; c, vs 


































































トライツ靭帯から遠位にある腸管の部位を示し、IVは結腸を示す。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅱ; 



























































































































































3) 培養 60分での腸管における ZONの代謝動態 
反転腸管に ZON（10 μM）を添加して 60分間の培養後の代謝物の排泄と輸送の合計量
を調べた（図 17）。雄ラットの小腸セグメント I、IIおよび妊娠雌ラットの結腸セグメント
IV を除いて、すべての腸管セグメントで吸収された ZON の 80%以上が回収された（図
17）。吸収された ZONは、いずれの腸管セグメントにおいても ZONのまま漿膜側ではほ
とんど検出されていないことから、吸収された ZONは ZON-GA、および α-ZOLを経由
して α-ZOL-GAに急速に代謝されたと言える。さらに、各グルクロン酸抱合体は主に小腸
の粘膜側に排出されたが、遠位腸管である結腸では、各グルクロン酸抱合体の約半分が漿
膜側に輸送された（図 15, 16）。 
 

















































































































活性を示した[81]。Ugt2b mRNAはラット肝臓の総 Ugt mRNAの約 80％を占めすが、
Ugt1a mRNA はラット小腸の総 Ugt mRNA のほぼ 90％を占める[51]。したがって、
UGT1A1 および 1A8は、腸管での ZON グルクロン酸抱合に関与する最も有望な候補で
あると推測できる。 









MRP2 はラットの近位小腸に分布し、基底膜側に局在する MRP3 は結腸などの遠位腸管


















































































































多くの哺乳類において ZONは、肝臓では α-ZOLもしくは β-ZOLに還元されることが
知られており、さらに、これらの還元物質はグルクロン酸抱合を受ける[57]。α-ZOLは元
























雄（330-400 g）、雌（240-280 g）、および妊娠雌（270-340 g、GD 12-13）の SDラッ
ト（8-10週齢）を日本エスエルシーから購入した。ラットは自由採食・自由飲水できる環






灌流液は、Krebs-Ringer-Buffer (NaCl, 115 mM; KCl, 5.9 mM; MgCl2, 1.2 mM; CaCl2, 
2.5 mM; NaH2PO2, 1.2 mM; Na2SO4, 1.2 mM; NaHCO3, 25 mM and glucose, 10 mM)を






て、灌流液を送液(30 mL/min)した。試験開始直後から 5分間、10µM ZONに調整した灌
流液を肝門脈から流入させ、その後 ZONを含まない灌流液を 55分間流した。5分毎に胆
汁および静脈側灌流液を回収し、含有する ZON とその代謝物を LC-MS/MS を用いて分
析した。 
 
4) LC-MS/MSによる ZONおよびその代謝物の分析 
胆汁および静脈側灌流液サンプルは分析まで−80°Cで凍結保存した。エレクトロスプレ
ーイオン化源を備え、ネガティブモードで動作するLC-MS / MSシステム（島津）を用い
て、サンプルを分析した。移動相 Aおよび B は、それぞれ 10 mM 酢酸アンモニウムと
100％メタノールを含むメタノール/水/酢酸（5：95：0.05）となるように調整した。B 液
0%の状態から 8分で B液 100%に置き換わるリニアグラジエントを行い、さらに 2分間







p < 0.05の場合を有意差ありとした。結果は、4-6回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差




図 19 肝臓灌流試験模式図 
灌流液を門脈から流入させ、肝臓を通過した後、静脈側へと流出したものを回収した。
後大静脈以外の血管は結紮し、肝臓以外への灌流液の流出を防いだ。試験開始直後の 5
分間のみ ZON（10 μM）入りの灌流液を流し、残り 55分間は基質の入っていない灌流
液を灌流した。5分毎に胆汁および静脈側から排出される灌流液を回収した。図は Inoue 
H et al. 2001. [38]から引用した。 
 
3. 結果 






出されたが、その量は非常に微量であった（data not shown）。 
胆汁中への ZON-GAの排泄は、雄ラットおよび雌ラットでは ZON灌流開始から 5~10
分の間で最大となり、その量はそれぞれ 82.05 nmol/5 minおよび 94.38 nmol/5 minであ
った。妊娠雌ラットでは、胆汁中への ZON-GA の最大排泄は ZON 灌流開始から 10~15
分の間で見られ、その値は 99.96 nmol/5 minであった（図 20A）。いずれのラットにおい
ても、ZON-GA の胆汁中への最大排泄が見られた後は、ZON-GA の胆汁中への排泄量は
徐々に減少していったが、その減少の程度は妊娠雌ラットで大きい傾向にあった。静脈側
への ZON-GAの排泄は、雄ラットでは ZON灌流開始から 5分後に最大となり、その量は
120.32 nmol/5 minであった。雌ラットおよび妊娠雌ラットでは、静脈側への ZON-GAの
最大排泄は ZON灌流開始から 10分後に見られ、その値はそれぞれ 127.11 nmol/5 minお
















































































2) 肝臓における α-ZOLグルクロン酸抱合体の動態 
続いて、ZON-GAと同程度、多量に検出された α-ZOL-GAの胆汁中および静脈側への
排泄を定量した。胆汁中への α-ZOL-GAの排泄は、雄ラットおよび雌ラットでは ZON灌
流開始から 15~20分の間で最大となり、その量はそれぞれ 71.18 nmol/5 minおよび 70.68 
nmol/5 minであった。妊娠雌ラットでは、胆汁中への α-ZOL-GAの最大排泄は ZON灌




妊娠雌ラットでは ZON 灌流開始から 10 分後に最大となり、その量はそれぞれ 71.93 

































































































を調べた（表 4、図 22）。 
雄、雌、および妊娠雌ラットの全てで、灌流した ZONのほとんどが回収された（回収
率 > 89%）（表 4）。雄ラットにおいては、胆汁中への ZON-GAの総排泄量は 430.38 nmol/5 
min、α-ZOL-GAの総排泄量は 397.01 nmol/5 min、静脈側への ZON-GAの総排泄量は
348.10 nmol/5 min、α-ZOL-GAの総排泄量が 237.74 nmol/5 minであった。両グルクロ
ン酸抱合体の胆汁中および静脈側への排泄割合はそれぞれ 55.16%および 39.06%であっ
た。雌ラットにおける胆汁中への ZON-GAの総排泄量は 409.12 nmol/5 min、α-ZOL-GA
の総排泄量は354.55 nmol/5 min、静脈側へのZON-GAの総排泄量は336.93 nmol/5 min、
α-ZOL-GAの総排泄量が 247.31 nmol/5 minであった。両グルクロン酸抱合体の胆汁中お
よび静脈側への排泄割合はそれぞれ 50.91%および 38.95%であった。妊娠雌ラットにおけ
る胆汁中へのZON-GAの総排泄量は365.13 nmol/5 min、α-ZOL-GAの総排泄量は276.22 
nmol/5 min、静脈側への ZON-GAの総排泄量は 494.24 nmol/5 min、α-ZOL-GAの総排
泄量が 315.22 nmol/5 minであった。両グルクロン酸抱合体の胆汁中および静脈側への排
泄割合はそれぞれ 42.76%および 53.97%であった（表 4）。雌雄ラットと比べて、妊娠雌ラ
ットでは、胆汁中への α-ZOL-GAの放出量が有意に減少した。また、有意差は見られなか
ったが、妊娠雌ラットで雄および雌ラットに比べて静脈中への ZON-GA および α-ZOL-


































































図 22 雄、雌、および妊娠雌ラットにおけるZON肝臓代謝動態の違い 
雄、雌、妊娠雌ラットの肝臓にゼアラレノン（ZON）を灌流した際の、ゼアラレノン
グルクロン酸抱合体（ZON-GA）および α-ゼアラレノールグルクロン酸抱合体（α-ZOL-
GA）の胆汁中および静脈側への排泄動態を示した。*p < 0.05、**p < 0.01。（mean ± 






















































られるが、それぞれの酵素の ZON 代謝の寄与率はさらなる調査が必要である。ZON が
CYP1A2やCYP3Aサブファミリーによって水酸化されたOH-ZONは、本実験において
は検出されなかった。ラット肝ミクロソームを用いた ZONの薬物代謝第 1相反応産物の

















クロン酸抱合を媒介することから[55, 109]、いくつかの UGT2B サブファリミー酵素が
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Drug metabolism is a metabolic reaction for decomposing and detoxifying endogenous substances, which 
are chemical substances that are no longer necessary in the body, and exogenous (xenobaiotic) substances, such 
as drugs and toxic substances, by drug metabolizing enzymes and excreting them outside the body. The 
conjugation reaction, which is the phase Ⅱ reaction of drug metabolism, plays an important role in excreting 
endogenous and exogenous substances. However, in recent years, it has become clear that conjugates of 
endogenous substances such as steroid-sulfates are not only excreted outside the body but also transported to 
various organs and used locally. This concern led us that the conjugate of the exogenous substances that should 
be excluded by the drug metabolism may be transported to the local organ without being excreted like 
endogenous substances. In this study, we focused on the steroids synthesis in the salivary glands as the 
endogenous substance and the mycotoxin zearalenone (ZON) as the exogenous substance, and examined the 
fate and role of the endogenous and exogenous substance conjugates. 
In Chapter Ⅰ, we clarified the possibility of steroidogenesis in the salivary gland using rat salivary gland 
homogenate. From the assay of enzymatic activities associated with steroidogenesis using rat salivary gland 
homogenate, we observed the enzymatic activities which produced corticosterone from pregnenolone and 
testosterone from androstenedione in the salivary gland was confirmed. The enzymatic expression to produce 
corticosterone was also observed in the tissue homogenates. Furthermore, it was shown that there is activity and 
expression of the enzyme that deconjugates pregnenolone sulfate in rat salivary gland. From the above results, 
it was clarified that local steroidogenesis can be performed in the salivary glands using pregnenolone sulfate as 
one of the steroid resources. 
In Chapter II, we clarified the metabolic kinetics of ZON in the intestinal tract using rat everted intestines. 
Most of the ZON absorbed in the intestinal tract can be glucuronidated in the intestine and become zearalenone 
glucuronide (ZON-GA) and α-zearalenol glucuronide (α-ZOL-GA). ZON-GA and α-ZOL-GA were excreted 
mainly to the mucosal side in the proximal intestine, but more than half were transported to the serosal side in 
the distal intestine. From the above results, it was revealed that the ZON conjugate may be absorbed into the 
bloodstream in the intestinal tract. 
In Chapter III, we clarified the metabolic kinetics of ZON in the liver using rat liver perfusion. It was shown 
that ZON flowing into the liver is metabolized mainly to ZON-GA or α-ZOL-GA in the liver. ZON-GA and α-
ZOL-GA were excreted mainly in the bile in male and female rats, but were found to be easily excreted in the 
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venous side in pregnant rats. From the above results, it was suggested that ZON and ZOL conjugated in the liver 
may be transported to the target organ through the bloodstream. 
This study revealed for the first time the possibility of local steroidogenesis in the salivary glands using 
pregnenolone sulfate as a substrate. It is also clarified that most of orally exposed ZON undergoes glucuronide 
metabolism in the intestine and liver, but there is a possibility that some ZON conjugates can be transported to 
the target organ by systemic circulation after released into the blood. The finding of the possibility for the 
conjugates of endogenous and exogenous substances to play a role in transporting chemicals to target local 
tissues is thought to contribute significantly to the fields of endocrinology and toxicology. 
 
 
